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摘要 :【 目 的 ] Wntl 蛋白 是 Wnt/B-catenin 信号 通路 的 重要 成 员 。 本 研究 旨 在 克隆 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 
Wntl 基因 ,制备 多 克隆 抗体 ,进而 从 蛋白 水 平 初步 研究 该 蛋白 在 清 育 和 非 滞 育 师 脑 中 的 表达 情况 。【 方 法 】 
通过 RACE 的 方法 克隆 棉铃 虫 Wotl 基因 。 根 据 获 取 的 序列 构建 Wntl 的 真 核 表达 载体 并 调查 其 亚 细 胞 定 
位 ,同时 构建 原核 表达 载体 ,在 大 肠 杆菌 Escherichia coli BL21( DE3) 中 进行 表达 、 纯 化 后 免疫 兔子 ,制备 多 克 
隆 抗 体 。 最 后 用 Western blot 的 方法 检测 Wntl 蛋白 在 两 种 发 育 状态 师 脑 中 的 表达 情况 。 【结果 】 成功 克隆 了 
棉铃 虫 Wntl 基因 ( GenBank 登录 号 为 KJ206240) 。Wantl 定位 在 细胞 质 , 通 过 镍 柱 纯 化 获得 了 较 纯 的 重组 蛋 
白 。 制 备 的 Wotl 抗体 效 价 高 达 1:625 000 。Western blot 结果 表明 滞 育 晴 脑 中 Wotl 蛋白 水 平 明 显 低 于 非 滞 
育 师 脑 。【 结 论 ] 获得 了 高 效 价 的 棉铃 虫 Wntl 多 克隆 抗体 。 我 们 的 结果 表明 清 育 师 脑 中 Wnt/B-catenin 通路 
很 有 可 能 受到 抑制 。 本 研究 结果 为 进一步 深入 研究 槐 铃 虫 Wnt/B-catenin 信号 通路 在 棉铃 虫 发 育 中 的 作用 黄 
定 了 基础 。 
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Abstract: [ Aim] Wntl is a key component of Wnt/g-catenin signaling pathway. The objective of this 
research was to clone the Wntl cDNA from Helicoverpa armigera , to prepare the polyclonal antibody against 
Wntl and to investigate the Wntl protein levels in the brain of diapausing and non-diapausing pupae by 
Western blot. [ Methods] Wntl gene was cloned by RACE from H. armigera. Eukaryotic expression vector 
of Har-Wntl was constructed to study its subcellular localization. Prokaryotic expression vector was 
constructed and the recombinant protein was expressed in Escherichia coli BL21 ( DE3). After being 
purified, the recombinant protein was used to immune New Zealand rabbit. The antibody titer was 
determined by ELISA. Western blot was used to investigate the Wntl protein levels in the brain of H. 
armigera pupae. [Results] Har-Wntl cDNA was cloned successfully from H. armigera ( GenBank 
accession number; KJ206240). Har-Wntl was found to be exclusively in cytoplasm. After immunizing New 
Zealand rabbit by recombinant protein, we obtained the antibody against Har-Wntl and the titer was 
estimated as high as 1: 625 000 dilution detected by ELISA. The expression levels of Har-Wntl were 
significantly higher in the brain of non-diapausing pupae than in the brain of diapausing pupae. [ Conclusion] 
High titer antibody against Har-Wntl was obtained. Our results suggest that the Wnt/g-catenin pathway may 


be activated in non-diapausing pupae and down-regulated in diapausing pupae. This study lays a foundation 
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for further investigating the function of Wnt/-catenin in the diapause of H. armigera. 


Key words: Helicoverpa armigera; Wntl; diapause; protein purification; polyclonal antibody 





Wnt/B-catenin 通路 是 一 条 非常 重要 的 发 育 相 

关 信 号 通路 ,也 是 当今 生物 学 研究 中 的 热点 , 它 在 豚 

台 发 育 过 程 中 的 细胞 命运 决定 、 细 胞 增殖 、 细 胞 极 
性 ` 组 织 稳 态 以 及 疾病 的 发 生 等 方面 都 起 着 重要 的 
VEHI (MacDonald et al., 2009; Clevers and Nusse, 
2012), Wnt 和 蛋白 作为 Wnt/B-catenin 信和 号 通路 中 的 
上 游 因子 ,通过 旁 分 泌 或 自分 泌 的 方式 与 膜 表面 受 
体 结 合 而 起 作用 。 迄 今 发 现 约 100 个 Wnt 家 族 成 
员 ,可 以 分 为 13 个 亚 家 族 。 例 如 和 基因 组 有 19 个 
Wnt 家 族 成 员 ,隶属 于 12 个 Wnt 亚 家 族 , 而 果 晶 基 
因 组 包含 7 个 Wi 亚 家 族 成 员 。 甚 至 在 古老 的 刺 
细胞 动物 门 ,如 海 英 中 都 存在 11 个 Wnt 家 族 成 员 
( Guder et al., 2006) 。 

黑 腹 果 量 Drosophila melanogaster 的 Wntl 和 蛋白 
在 Wnt/-catenin 信号 通路 中 起 重要 的 信号 传递 作 
用 (Moon et al., 2002; Staal et al., 2002) : Wnt/B- 
catenin 信号 通路 取决 于 细胞 质 中 “自由 ”B-eatenin 
蛋白 的 多 少 ,“ 自 由 ”B-catenin 可 以 由 细胞 质 进入 
细胞 核 ,从 而 与 转录 因子 TCE/LEF 结合 ,激活 下 游 
靶 标 基因 的 转录 (MacDonald et al., 2009) 。 细 胞 中 
存在 一 个 降解 复合 物 , 它 可 以 降解 B-catenin EA, 
从 而 使 Wnt/ B-catenin 信号 通路 处 于 失 活 的 状态 ;而 
Wantl 和 蛋白 可 以 与 膜 上 的 受 体 结合 ,进而 与 多 个 和 蛋白 
相互 作用 ,最 终 破 坏 降 解 复合 物 ,使 B-catenin 蛋白 
在 胞 质 中 累积 并 进入 细胞 核 ,激活 经 Wnt/B-catenin 

言 号 通路 中 的 下 游 靶 标 基因 。 

一 直 以 来 ,除了 模式 生物 果 蝇 外 ,昆虫 中 Wntl 
相关 的 研究 较 少 , 仪 有 的 少数 一 些 研 究 报道 也 集中 
在 mRNA 的 水 平 ,对 蛋白 水 平 的 调节 方式 和 生物 学 
意义 的 研究 未 见报 道 。 事 实 上 ,影响 Wnt/B-catenin 
信号 通路 研究 的 一 个 重要 的 原因 是 缺少 好 的 Wat 
商业 化 抗体 ( Clevers, 2006), ji fi eu E 
Helicoverpa armigera 适应 外 界 不 利 环境 条 件 的 一 种 
重要 策略 ,我 们 的 前 期 工作 表明 Wnt/B-catenin 通路 
很 有 可 能 参与 调节 棉铃 虫 的 滞 育 ,为 了 进一步 从 蛋 
白水 平 深入 准确 地 研究 Wnt/B-catenin 通路 与 棉铃 
虫 滞 育 的 关系 ,我 们 通过 RACE 的 方法 首次 克隆 了 
棉铃 虫 Wntl 基因 ,制备 了 多 克隆 抗体 ,并 初步 分 析 
了 棉铃 虫 滞 育 师 脑 中 Wntl 蛋白 的 表达 情况 ,为 后 
续 研 究 Wnt/B-catenin 信号 通路 在 棉铃 虫 济 育 过 程 
中 的 作用 葛 定 了 基础 。 

































































1 材料 和 方法 


1.1 供 试 昆虫 

棉铃 虫 为 本 课题 组 所 饲养 , 原 产 河南 省 。 灌 育 
型 棉铃 虫 的 1 -3 龄 幼虫 在 23 条件 下 培养 ,光照 
条 件 设 定 为 14L: 10D。3 龄 末期 后 转移 到 20Y 恒温 
音 养 箱 ,光照 条 件 为 10L: 14D。 非 请 育 型 棉铃 虫 的 
饲养 过 程 与 滞 育 型 相同 ,差别 在 于 其 光照 条 件 一 直 
保持 在 光照 14 h。 

组 织 材 料 的 收集 与 保存 :将 化 旺 后 的 棉铃 虫 置 
于 冰冷 的 盐水 (0.75% NaCl) 溶 液 中 , 解 训 师 脑 后 于 
4% 5 000 g 离心 1 min 收集 组 织 , 弃 去 上 清 , 将 组 织 
存放 在 - 807C 。 
1.2 菌株 载体、 细胞 和 试剂 

Ae T EP Escherichia coli DH5a 及 BL21 
( DE3) \ 原核 表达 载体 pET32a\ 昆 虫 真 核 表 达 载 体 
pIZAv5-GFP、 美 洲 棉铃 虫 Helioverpa zea 的 卵巢 细胞 
HzAml 均 为 本 实验 室 保 存 ;pMD18-T 载体 、Taq DNA 
REN DNA 连接 试剂 盒 及 限制 性 核酸 内 切 酶 购 自 
TaKaRa 公司 ;RACE 试剂 盒 购 自 Clontech 公司 ; Ji 
Ti DNA 小 量 提取 试剂 盒 .DNA 产物 纯化 试剂 盒 购 
自爱 思 进 生物 技术 有 限 公司 ;Ni-NTA 琼脂 糖 柱 填料 
购 自 Qiagen 公司 ;蛋白 Marker, HRP 偶 联 的 羊 抗 免 
二 抗 以 及 Western blot 所 用 发 光 液 均 购 自 Thermo 公 
司 ; 弗 氏 佐 剂 购 自 Sigma 公司 ;引物 合成 及 测序 由 英 
潍 捷 基 ( 上海) 贸易 有 限 公 司 完 成 。 其 他 试剂 均 为 
分 析 纯 (A.R. ) 。 
1.3 RACE 克隆 序列 分 析 

取 10 个 棉铃 虫 贤 脑 ,采用 Trizol ( Invitrogen, 
USA) 法 提取 总 RNA 并 进行 定量 。 按 照 RACE 试剂 
盒 提供 的 说 明 ,各 取 1 ug RNA 为 模板 ,分 别 合成 5 - 
RACE-Ready cDNA 和 3'-RACE-Ready cDNA。 用 基 
因 特 异性 引物 1 和 试剂 盒 提供 的 UPM 引物 进行 第 
1 轮 PCR 扩 增 ,以 基因 特异 性 引物 2 和 试剂 盒 提 供 
的 NUP 引物 进行 第 2 轮 PCR 扩 增 。 扩 增 后 的 片段 
与 pMD18-T 载体 连接 、 转 化 ,鉴定 正确 后 测序 分 析 。 
利用 DNAStar 对 测 得 的 序列 进行 分 析 、 预 测 Har- 
Wntl 的 开放 阅读 框 。 
1.4 真 核 表达 载体 pIZ/AV5-GFP-Wntl 的 构建 及 
亚 细 胞 定位 研究 

设计 引物 ,两 端 分 别人 带 BamHI 和 Xbal 酶 切 位 
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点 , 扩 增 Har-Wntl 的 编码 区 全 长 序列 。 正 向 引物 序 
Jj 为 S'-ACGGATCCAAGTGTCTGTGGTTATTTG-3' ; 
反 向 引物 序列 为 5'-AGTCTAGATTTAAACACGTGT 
GCACCACT-3', 其 中 下 划 线 表示 酶 切 位 点 。 目 的 片 
段 和 pIZ/ V5-GFP 用 BamHI 和 Xbal 双 酶 切 ,连接 后 
转化 大 肠 杆菌 DH5a。 挑 选 克 隆 , 经 菌落 PCR 鉴定 
正确 后 送 交 测序 验证 。 

在 不 含 CO, 的 27% 细胞 培养 箱 中 进行 培养 
HzAml 细胞 , 转 染 48 h 后 按 1:1000(wv) 的 比例 加 
入 5 mg/mL Hoechst 33342 染料 , 染 核 10 min 后 在 
倒置 欧 光 显微镜 下 观察 融合 蛋白 的 表达 情况 ,根据 
细胞 核 的 位 置 判断 目的 蛋白 的 亚 细 胞 定位 
1.5 原核 表达 载体 pET32a-Wntl 的 构建 

根据 克隆 的 Har-Wntl 的 cDNA 序列 ,设计 两 端 
分 别 含 有 BamHI 和 Hindili 酶 切 位 点 的 特异 性 引 
物 , 扩 增 一 段 编码 224 个 氨基 酸 残 基 序 列 。 正 向 引 
物 序列 为 5'-AACGGATCCTACAGAAGATGGAA 
CTGC-3', 反 向 引物 序列 为 5'-TTCAAGCTTGCGATG 
ACTCCAAGTAAAC-3'( 下 划 线 表示 酶 切 位 点 )。 扩 
增 出 的 目的 片段 和 pET32a 载体 用 BamHIl 和 HindllI 
进行 双 酶 切 , 连 接 后 转化 大 肠 杆菌 DH5a。 挑 选 克 
隆 ,经 菌落 PCR 鉴定 正确 后 再 测序 验证 。 

1.6 Har-Wntl 部 分 肽 段 的 原核 表达 及 纯化 
构建 好 的 pET32a-Wntl 转化 大 肠 杆 菌 BL21 
( DE3) ,挑选 单 菌 落 过 夜 培养 后 转 接 至 新 的 LB 培 
养 液 中 ,37 避 培养 至 0Dao 约 0.6 时 加 入 终 浓度 为 1 
mmol/L 的 IPTG,20*C 培养 2 h 后 取 150 uL 菌 液 , 离 
ORME SDS-PAGE 检测 蛋白 的 表达 情况 。 

小 规模 诱导 表达 成 功 后 , 按 同样 的 条 件 进 行 大 
规模 诱导 ,总 菌 液 量 为 1 L。 离 心 收集 细菌 ,用 30 
mL 结合 缓冲 液 (20 mmol/L Na,PO,, 500 mmol/L 
NaCl, pH7.8) 重 悬 细菌 。 超 声 破碎 (超声 2 s, 停 2 
s, 总 共 30 min) 后 离心 。 分 别 取 上 清和 包涵 体 进行 
SDS-PAGE ,确定 融合 蛋白 是 否 可 溶 表 达 。 和 蛋白 的 纯 
化 选择 咪唑 浓度 梯度 洗 脱 ,收集 洗 脱 液 , 进行 SDS- 
PAGE 检测 。 

1.7 多 克隆 抗体 的 制备 

纯化 后 的 蛋白 免疫 新 西 兰 免 ,制备 多 克隆 抗体 。 
首次 免疫 时 ,用 1 mg 纯化 蛋白 与 等 体积 的 弗 氏 完全 
伍 剂 混 匀 ,充分 乳化 后 皮下 多 点 注射 。 此 后 每 两 周 
加 强 免疫 一 次 , 佐 剂 改 用 弗 氏 不 完全 佐 剂 。4 次 免 
疫 后 收集 血清 。 
1.8 ELISA 检测 抗体 效 价 

每 孔 加 入 2 pmol 纯化 的 蛋白 4% 包 被 过 夜 。 弃 

















































































































去 包 被 液 ,用 PBST(PBS 中 加 入 0. 596 的 Tween-20) 
洗 板 。2% 脱脂 奶粉 37% 封闭 1 h 后 依次 加 入 一 定 
比例 稀释 的 一 抗 和 1:3 000 (v/v) 稀释 的 二 抗 。 洗 
板 后 加 入 新 配 的 DAB Sj (dk T 377 HGE E, 
HsS0s 终止 反应 。 
1.9 Western blot 检测 

SDS-PAGE 电 瀛 结束 后 ,将 凝 胶 与 PVDF 膜 在 
转 膜 缓冲 液 (25 mmol/L Tris, 192 mmol/L FHAR, 
2096 甲醇 ) 中 浸泡 15 min。 转 膜 (100 V,60 min) Jr 
用 5% 脱脂 奶粉 室温 封闭 1 h。 先 后 用 1:3 000(v/ 
v) 稀释 的 一 抗 和 二 抗 室温 孵育 1 h 后 ,PBST 洗 膜 后 
ECL 淋 洗 ,在 暗房 显影 曝光 。 


























2 结果 与 分 析 


2.1 棉铃 虫 Wntl 基因 的 克隆 与 氨基 酸 序列 分 析 

根据 近 缘 物种 Wntl 基因 序列 ,通过 RT-PCR 
和 RACE 的 方法 ,从 棉铃 虫 脑 中 克隆 到 了 一 个 开 
放 阅 读 框 为 1 179 bp 的 cDNA 序列 ,编码 392 个 
氨基 酸 , 预测 分 子 量 为 44.1 kD。BLAST 分 析 表 
明 , 第 56 -392 氮 基 酸 序 列 具 有 Wil 蛋白 的 
典型 特征 ,说 明 我 们 克隆 到 了 棉铃 虫 的 Wntl 
基因 ,命名 为 Har-Wnil ( GenBank. 登录 号 为 
KJ206240) 。 

氨基 酸 序列 比 对 结果 表明 ,Har-Wntl 与 其 他 昆 
H Wotl 有 很 高 的 同 源 性 : 与 北美 帝王 蝶 Danaus 
plexippus 的 一 致 性 最 高 ,高 达 93% ;与 家 看 Bombyx 
mori 的 一 致 性 有 86% ;即使 与 亲缘 关系 较 远 的 黑 腹 
HR D. melanogaster 也 有 高 达 68% 的 一 致 性 (图 
1)。 
2.2 Har-Wntl 真 核 表 达 质 粒 的 构建 及 亚 细 胞 定位 

为 了 便于 研究 棉铃 贝 Wntl 基因 的 功能 ,我 们 
构建 了 Har-Wntl 的 真 核 表 达 载 体 。 将 空 载体 pIZ/ 
v5-GFP 和 构建 好 的 pIZ/V5-GFP-Wntl. 载体 转化 棉 
铃 虫 HzAml 细胞 48 h 后 ,用 识别 载体 本 身 表达 的 
V5 序列 的 标签 抗体 进行 Western blot 检测 。 空 载体 
转 染 后 在 约 35 kD 处 有 一 条 明显 的 特异 性 条 带 , 而 
重组 质粒 转 当 后 在 约 80 kD 处 检测 出 条 带 ( 图 2: 
A) , 故 表达 的 Wotl 大 小 约 45 kD ,与 预测 的 大 小 
44.1 kD 基本 吻合 ,这 说 明 Har-Wntl. 真 核 表 达 质 粒 
可 以 在 HzAml 细胞 中 正确 表达 。 接 着 调查 Har- 
Wntl 的 亚 细 胞 定位 情况 ,结果 如 图 2(B) 所 示 , Har- 
Wntl 主要 在 细胞 质 中 表达 ,作为 对 照 的 GFP 蛋白 
则 在 细胞 质 与 细胞 核 中 均 有 表达 。 
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|l 棉铃 虫 与 其 他 昆虫 Wntl 蛋白 的 同 源 性 比较 


Fig. 1 Homology comparison of Har-Wntl with the known Wntl proteins from other insect species 


H. armigera; A45 B, Helicoverpa armigera; B. mori; Z&f& Bombyx mori; D. plexippus: 北美 帝王 蝶 Danaus plexippus; D. melanogaster; 黑 腹 果 蝇 


Drosophila melanogaster. 
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82. Har-Wntl 真 核 表达 及 亚 细 胞 定位 的 荧光 显 微 观察 


Fig. 2 Eukaryotic expression and subcellular localization of Har-Wntl observed under fluorescence microscope 


A; Western blot 检测 重组 蛋白 GFP-Wntl-V5 的 表达 Expression of recombined protein GFP-Wntl-V5 determined by Western blot. B; 上 图 为 空 载体 























pIZ/V5-GFP 中 GFP 的 定位 , 下 图 为 重组 质粒 pIZ/ V5-GFP-Wntl 中 Har-Wntl -GFP 的 定位 Subce 
EHE E 











lular localization of GFP from pIZ/V5 (the upper 





Recombined GFP-Wntl protein; Hoechst; 用 染 











figures) and Har-Wntl -GFP from pIZ/V5-Wnt1 (the lower figures). GFP-Wntl : GFP-Wntl H 


Æ} Hoechst 33342 标记 的 细胞 核 Cell nuclei stained with Hoechst 33342; Merge: 前 两 图 合并 后 的 结果 Merged figure of the former two figures. 


2.3 Har-Wntl 部 分 肽 段 的 原核 表达 及 纯化 浓度 为 1 mmol/L 浓度 的 IPTG ,诱导 3 h 后 在 约 44 
重组 质粒 转 和 人 大 肠 杆菌 BL21( DE3 ) 后 ,加 入 终 。 kD 处 有 一 条 明显 的 蛋白 条 带 ( 图 3: AD ,而 未 插 人 
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Wotl 部 分 序列 的 空 载体 转化 菌 则 在 20 kD 处 有 一 
条 明显 的 条 带 , 故 表达 出 的 部 分 Wotl 肽 段 序 列 约 
24 kD ,与 理论 预测 值 符合 , 这 说 明 构 建 的 原核 表达 
载体 表达 成 功 。 

重组 蛋白 主要 在 包涵 体 表达 ,因此 我 们 大 规模 诱 
导 后 ,用 尿素 结合 缓冲 液 溶解 包涵 体 , 过 镍 柱 进行 纯 
化 ,先后 用 20,50,100 ,300 和 1 000 mmol/L 浓度 的 咪 
唑 进行 梯度 洗 脱 。SDS-PAGCE 结果 显示 在 100 mmol/ 





A B 
pET32a - - + 
pET32a-Har-Wntl 十 十 一 
IPTG * - * M kD 
ICEEE x — 260 








图 3 Har-Wntl 部 分 片段 


L 及 以 上 梯度 洗 脱 下 来 的 蛋白 较 纯 ,但 含量 较 低 ( 图 3: 
B ) ,选取 150 mmol/L 洗 脱 液 浓缩 后 进行 后 续 实 验 。 
2.4 Har-Wntl 多 克隆 抗体 的 制备 和 效 价 检测 

用 纯化 的 重组 蛋白 免疫 新 西 兰 雄 锡 ,4 次 免疫 
后 ELISA 检测 抗体 效 价 ,1: 625 000 稀释 的 Har- 
Wantl 抗 血清 呈现 出 肉眼 可 见 的 颜色 反应 (图 4) ,而 
1: 1 000 稀释 的 免疫 前 血清 则 无 任何 颜色 反应 ,这 表 
明 所 制备 的 抗体 效 价 较 高 。 
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的 原核 表达 (A) 和 纯化 (B) 


Fig. 3 Expression (A) and purification ( B) of partial Har-Wntl protein 
A: 在 20%C 诱 导 ,IPTG 终 浓度 为 1 mmol/L, 箭 头 表 示 诱 导出 的 重组 蛋白 ，M 表示 蛋白 质 分 子 量 标准 物 Escherichia coli cells were induced with 
IPTG (1 mmol/L) at 20°%C. The arrow indicates induced recombinant protein and M represents the protein marker. B; Har-Wntl 重组 蛋白 的 纯化 , 箭 


头 表示 重组 Har-Wntl Purification of recombinant Wntl protein. The arrow indicates the purified recombinant protein. 





Wntl 抗 血清 
Anti-Har-Wntl antibody 














X 


S 
$6 
yY 
E 


S 
6 
Y 
~ 


S $ 
$6 ev 
el S 
y mr 





图 4  Har-Wntl 抗体 效 价 检测 


Fig. 4 Titer of anti-Wntl antibody detected by ELISA 
PBST 和 免疫 前 血清 为 阴性 对 照 ,分 别 用 PBST 和 1:1 000(wv) 稀 释 的 免疫 前 血清 与 抗原 孵育 后 显 色 ; 1: 1 000 等 数字 表示 Wotl 抗 血 清 不 同比 
例 稀释 后 与 抗原 脑 育 后 显 色 的 结果 。PBST and pre-immune serum were used as the negative control, and PBST and 1: 1 000 diluted pre-immune 


serum were incubated with 2 pmol purified recombinant Wntl protein. Numbers such as 1: 1 000 indicate that different dilution ratios of anti-Wntl 








antibody were incubated with 2 pmol purified recombinant Wntl protein. 


2.5 Har-Wntl ZEE S PIEM Ei 885 Bi FP E] GA 
制备 抗体 后 ,我们 初步 调查 了 Har-Wntl 在 棉铃 

虫 清 育 和 非 滞 育 师 脑 中 的 表达 情况 。 在 滞 育 条 件 下 

培养 的 棉铃 虫 , 化 师 10 d 后 滞 育 状态 较为 稳定 (Bao 





and Xu, 2011) 。 因 此 我 们 用 Western blot 的 方法 调 
查 了 化 晴 后 10 d Br S RIEN PH Har- 
Wol 表达 水 平 。 如 图 5 所 示 , 非 清 育 晴 脑 中 Har- 
Wntl 明显 高 于 滞 育 师 脑 ,而 内 参 对 照 Actin 基本 一 
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图 5 Western blot 检测 棉铃 虫 滞 育 和 
非 灌 育 肾 脑 中 Wntl 表达 


Fig. 5 Expression of Wntl in the brain of diapausing and 














non-diapausing pupae of Helicoverpa armigera 
determined by Western blot 
DP1o : Life; 10 d Hoyi AAMI Brain of diapausing pupae at 10 d after 
pupation; NP,o : Lie; 10 d 的 非 滞 育 师 脑 Brain of non-diapausing 
pupae at 10 d after pupation. 上 样 20 ug 蛋白 进行 Western blot 检测 ; 
一 抗 1:3 000 稀释 ,二 抗 1:3 000 稀释 ; Actin 作为 内 参 对 照 。20 ug 
proteins from pupal brains were separated and detected with Har-Wntl 
antibody; both of the primary antibody and the secondary antibody were 


diluted to 1:3 000. Actin was used as an internal control. 


致 ,这 提示 Wnt/B-catenin 38 fefe EM A 386 i P cns 
化 ,或 者 说 沾 育 师 脑 中 该 通路 受到 抑制 。 


3 讨论 


Wnt/B-catenin 通路 是 一 条 进化 上 高 度 保守 的 
信和 号 通路 , 它 几 乎 参与 了 胚胎 发 育 的 全 过 程 (Logan 
and Nusse, 2004) ,在 动物 体 早期 发 育 中 参与 有 乓 层 建 
立 \ 决 定 背 腹 轴 形成 体 节 分 化 等 一 系列 重要 事件 ， 
且 在 控制 增殖 分 化 、 极 化 、 凋 亡 等 细胞 命运 方面 起 
着 不 可 或 缺 的 作用 。 在 昆虫 中 ,Wnt/B-catenin 通路 
除了 调节 胚胎 发 育 ,也 参与 控制 胚 后 发 育 ,如 Wnt 
B-catenin 通路 参与 调节 赤 拟 谷 资 Tribolium 
castaneum 和 双 斑 星 Gryllus bimaculatus 附 肢 的 再 生 
( Nakamura et al., 2007 ; Shah et al., 2011), 

滞 育 是 昆虫 适应 环境 的 一 种 重要 策略 ,生长 发 
育 极其 缓慢 是 昆虫 滞 育 的 一 大 重要 特征 。 作 为 发 育 
相关 的 一 条 重要 信号 通路 , Wnt/ B-catenin 通路 在 清 
育 中 的 研究 未 见 系 统 报道 ,但 已 有 文献 报道 该 通路 
中 的 重要 成 员 GSK-3B 和 B-catenin EEM A 025 
丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 的 dauer 过 程 (类 


























似 涨 育 的 一 种 状态 ) 中 起 重要 作用 (Essers et al., 
2005; Lin et al., 2009) 。 

基于 上 述 结果 ,我 们 推测 Wnt/B-catenin 信号 通 
路 或 许 在 棉铃 虫 清 育 过 程 中 起 到 一 定 的 作用 ,于 是 
尝试 克隆 了 Wnt/B-catenin 通路 中 的 重要 基 
Wntl 。 序 列 分 析 表 明 ,Har-Wntl 蛋白 第 56 -392 4x 
基 酸 序列 具有 Wantl 和 蛋白 的 典型 特征 , 且 与 已 报道 
的 其 他 昆虫 Wotl 蛋白 有 较 高 的 同 源 性 ,其 中 与 帝 
ERRI Wotl 蛋白 氨基 酸 序列 一 致 性 高 达 93% 。 
Wntl 作为 分 泌 型 的 糖 蛋 白 ,主要 与 膜 上 的 受 体 结合 
而 将 信号 传导 下 去 ,在 棉铃 虫 中 ,其 亚 细 胞 定位 如 何 
是 我 们 比较 感 兴 趣 的 问题 。Wntl 是 一 种 旁 分 泌 或 
自分 泌 的 糖 蛋白 ,有 报道 发 现 其 定位 在 细胞 外 基质 ， 
也 有 表明 其 定位 在 细胞 质 中 的 报道 。 本 研究 中 
Har-Wntl 蛋白 完全 定位 在 细胞 质 ,这 可 能 与 细胞 通 
INF Wnt- 配 体 复合 物 从 而 特异 性 活化 自身 Wnt/ 
B-catenin 信号 通路 有 关 。( Wong et al., 2002; 
Watanabe et al., 2004; Mylona et al., 2013) 。 该 结 
A fe fi 133E— 2E HR fi , Ho. Wotl 与 其 他 物种 的 
Wntl 蛋白 在 功能 上 高 度 保守 。 

小 育 条 件 下 培养 的 棉铃 虫 ,化 里 10 d 后 其 灌 育 
状态 较为 稳定 ,能 较为 准确 地 反映 清 育 状态 棉铃 虫 
的 蛋白 表达 水 平 。 我 们 严格 挑选 眼 点 未 移动 .脂肪 
体 未 解 离 (判断 灌 育 肾 的 重要 参数 ) Fr: A 10 d 的 
肾 和 正常 的 非 浪 育 肾 , 提 取 脑 蛋白 ,应 用 本 研究 制备 
的 抗体 检测 了 Har-Wntl 的 蛋白 表达 情况 。 结 果 表 
H v ti Arp Wntl 蛋白 显著 低 于 非 沾 育 肾 脑 。 
由 于 Wntl 配 体 是 Wnt/B-catenin 信号 通路 种 的 上 
游 信号 分 子 , 存 在 Wntl 配 体 时 ,该 通路 活化 ,从 而 
激活 一 系列 的 下 游 台 标 和 蛋白。 因此 我 们 的 结果 提 
示 , 与 发 育 棉铃 虫 相 比 , 滞 育 棉铃 虫 的 Wnvg- 
catenin 信号 通路 受到 抑制 ,从 而 有 可 能 在 延缓 滞 
育 晴 的 发 育 过 程 中 起 着 重要 的 作用 。 值 得 注意 的 
是 :Wntl 是 Wnt/B-catenin 信号 通路 中 的 重要 成 
分 ,该 通路 的 下 游 骤 标 基 因 很 多 ,其 参与 的 生理 过 
程 很 广泛 。 大 该 通路 完全 被 抑制 ,可 能 会 影响 正 
常 的 生理 过 程 , 因 此 在 清 育 晴 脑 中 Har-Wntl 也 有 
一 定量 的 表达 。 

综 上 所 述 ,本 研究 通过 RACE 的 方法 获得 了 棉 
铃 虫 Wntl 基因 的 cDNA 序列 ;构建 了 真 核 表 达 质 
粒 ,调查 了 其 亚 细 胞 定位 情况 ;同时 构建 了 原核 表达 
质粒 ,进行 了 原核 表达 、 纯 化 、 制 备 了 抗体 并 初步 调 
AT Wntl 蛋白 在 湛 育 和 非 滞 育 晴 脑 的 表达 情况 。 
研究 结果 提示 , Wnv/ B-catenin 信号 通路 在 请 育 晴 中 
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受到 抑制 ,与 我 们 的 推测 一 致 。 本 研究 的 结果 为 进 
一 步 深入 调查 Wnt/B-catenin 信号 通路 在 棉铃 虫 淖 
育 过 程 的 作用 及 其 调控 机 制 莫 定 了 基础 。 
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